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Summary:
eye syndrom.

Purpose: To evaluate the concentration of chemokines CCL3/ MIP-1 alfa and CCL4/ MIP-1 beta in film tears in patients with dry

Material and methods: Tears samples were collected from 62 patients with dry eye syndrom and 18 patients from control
group. The concentration of chemokines in film tears were determined by immunoenzymatic assay ELISA.
Results: We found statistically increased levels of chemokines CCL3/ MIP-1 alfa and CCL4/ MIP-1 beta in film tears of patients

with dry eye syndrom compared with control group.

Conclusion: Inflammation may play role in pathogenesis of dry eye syndrom.
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W ostatnich latach coraz wigcej uwagi przywiazuje sie do roli
proceséw immunologicznych w patogenezie wielu schorzen gatki
ocznej i ich rozwoju, w tym zespotu suchego oka (1,2,3). Wsréd
przyczyn zespofu suchego oka coraz czesciej jest wysuwane tto
immunologiczne i zapalne. Jednoczesnie liczba badan i publikacji
odnoszacych sie do tego zagadnienia jest stosunkowo niewielka.
Wydaje sie wiec uzasadnione podjecie badan nad profilem immu-
nologicznym tez uzyskanych od chorych z zespotem suchego oka.

Materiat i metodyka

Materiat do badan stanowit ptyn fzowy pobrany od pacjen-
téw z rozpoznanym zespotem suchego oka ze zmniejszong ob-
jeto$cig wydzielanych tez, niechorujacych na zespét Sjogrena
wedfug podziatu National Eye Institut z 1995 roku i od oséb
zdrowych zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Badania-
mi objeto 62 prébki ptynu tzowego pobrane od 62 pacjentéw
z zespotem suchego oka, w tym 48 od kobiet (77,4%) i 14 od
mezczyzn (22,6%) w wieku od 31 lat do 82 lat ($rednio 64,87
roku = 10,56 roku), oraz od 18 pacjentéw z grupy kontrolnej
oséb zdrowych, niestosujacych lekéw okulistycznych i nieuzy-
wajacych soczewek kontaktowych. Wszystkich pacjentéw
z zespotem suchego oka poddano doktadnemu badaniu oku-
listycznemu. Ptyn tzowy byt uzyskiwany za pomocg szklanych
mikrokapilar, ktére umiejscowiono w kacie zewnetrznym oka.
W trakcie pobierania nie dotykano spojowki i rogoéwki. Nie
stosowano stymulacji $luzéwki nosa. Przed pobraniem fez

chemokiny, zespét suchego oka, biatko zapalne makrofagdw.
chemoakines, dry eye syndrom, macrophage inflammatory protein.

nie znieczulano powierzchni oka, pacjenci nie stosowali zad-
nych lekéw miejscowych, nie wykonywano zadnych testéw
diagnostycznych oka. tzy z obojga oczu pobierano w ciggu
10-15 minut. Po zmieszaniu zamrazano w temperaturze -70
stopni C. Analize ptynu {zowego wykonywano metoda im-
munoenzymatyczng ELISA, stosujgc odpowiedni zastaw
diagnostyczny PIERCE ENDOGEN. Wykorzystywano ptytke
(96 dotkdw) optaszczong monoklonalnymi przeciwciatami
specyficznych chemokin, do ktdrej odpipetowano odpowied-
nig objeto§¢ wczesniej przygotowanych standardéw i pré-
bek ptynéw tzowych danych pacjentéw. Ptytke inkubowano
2 godziny. Nastepnie cato$¢ ptukano roztworem pfuczgcym
i ponownie inkubowano wraz z roztworem koniugatu (Strep-
tavidin). Po ponownym ptukaniu do dotkéw dodano enzym
(TMB), inkubowano i odczytywano wynik z krzywej kalibra-
cyjnej. Intensywno$¢ zabarwienia zmierzono fotometrycz-
nie w czytniku ELISA (ANTOS) przy diugosci fali 450 nm.
Wszystkie procedury dotyczace czasu inkubaciji, rozcienczen
standardéw i czesto$ci pfukania ptytki zostaty wykonane
zgodnie z instrukcja dotaczong do zestawu.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, w ktdrej wy-
liczono $rednig arytmetyczng, odchylenie standardowe, warto$ci
minimalne i maksymalne oraz mediane. Do analizy statystycznej
miedzy grupami uzyto testu Manna-Whitney'a. W obliczeniach
przyjeto poziom istotnosci p<0,05 jako znamienny statystycznie.
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Wyniki

Srednie stezenie CCL3/MIP-1 alfa w plynie tzowym pacjen-
téw z zespotem suchego oka wynosito 140,20 = 18,34 pg/ ml,
podczas gdy stezenie CCL3/MIP-1 alfa we tzach pacjentéw
z grupy kontrolnej wynosito 40,88 = 11,12 pg/ ml. Stezenie
CCL3/MIP-1 alfa w ptynie tzowym pacjentéw z zespotem su-
chego oka jest znamiennie statystycznie wyzsze niz we fzach
pacjentéw z grupy kontrolnej, p = 0,001.

Stezenie chemokiny CCL3/MIP-1 alfa we tzach pacjentéw
z zespotem suchego oka i 0séb z grupy kontrolnej przedstawia
rycina 1.
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Ryc. 1. Srednia warto$é stezenia CCL3/MIP-1 alfa w plynie tzowym
pacjentéw z zespotem suchego oka i 0séb z grupy kontrolne;.
Mean value concentration of CCL3/MIP-1 alfa in film tears in
patients with dry eye syndrom and in control group.

Fig. 1.

Srednie stezenie CCL4/MIP-1 beta w ptynie fzowym pacjen-
téw z zespotem suchego oka wynosito 3,74 =+ 0,82 pg/ ml, pod-
czas gdy stezenie CCL4/MIP-1 beta we fzach pacjentéw z grupy
kontrolnej wynosito 0,26 = 0,19 pg/ ml. Stezenie CCL4/MIP-1
beta we fzach pacjentéw z zespotem suchego oka jest staty-
stycznie znamiennie wyzsze niz u oséb w grupie kontrolnej,
p = 0,001.

Stezenie chemokiny CCL4/MIP-1 beta we fzach pacjentéw
z zespotem suchego oka i 0séb z grupy kontrolnej przedstawia
rycina 2.
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Ryc. 2. Srednie stezenie CCL4/MIP-1 beta w plynie zowym pacjentéw
z zespotem suchego oka i 0s6b z grupy kontrolnej.
Mean concentration of CCL4/MIP-1 beta in film tears in pa-
tients with dry eye syndrome and in control group.

Fig. 2.

Dyskusja

Biatko zapalne makrofagéw (Macrophage inflammatory
protein) MIP-1 alfa zostato zindentyfikowane w 1988 roku jako
pierwsze z rodziny MIP-1 CC, do ktdrej obecnie zaliczamy CCL3/
MIP-1 alfa, CCL4/MIP-1 beta, CCL9/10 /MIP-1 sigma i CCL15/
MIP-1 gamma. Chemokiny te wytwarzane sg przez wiele réznych
komorek, gtéwnie przez makrofagi, komoérki dendrytyczne, limfo-
cyty Ti B, neutrofile, komérki tuczne i komérki NK (4). W znacz-
nie mniejszych ilo§ciach moga by¢ produkowane po stymulacji
przez ptytki krwi, osteoblasty, astrocyty, komdrki epitelialne
i fibroblasty. Generalnie synteza i uwalnianie CCL3/MIP1-alfa
i CCL4/MIP1-beta wymagajg aktywacji komorki, chociaz pewien
podstawowy poziom ekspresji jest oznaczalny w komérkach
bez stymulacji, szczegéInie w neutrofilach. Produkcja chemokin
MIP-1 moze by¢ indukowana przez rézne czynniki prozapalne,
np.: infekcje wirusowe, substancje P oraz prozapalne cytokiny,
takie jak: TNF alfa, INF gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta. Z kolei czyn-
niki przeciwzapalne, takie jak IL-4, IL-10, zmniejszajg ekspresje
chemokin MIP-1. Obszerna literatura dokumentuje obecno$¢
chemokin i receptoréw chemokin w ptynach biologicznych,
bioptatach i tkankach pobranych od pacjentéw w trakcie ope-
racji chirurgicznych, u ktérych wystepowat stan zapalny (2,4,5).
Wykazano, ze ligandy dla receptoréw CXCR1 i CXCR2 czesciej
stwierdza sie w ostrych stanach zapalnych, podczas gdy CCR1,
CCR2, CCR5 i CXCR3 sg wszechobecne w przewlektych sta-
nach zapalnych (2,6). Zespét suchego oka to choroba przewle-
kta, czesto trwajaca wiele lat, z okresami zaostrzen. Chemokiny
CCL3/ MIP-1 alfa i CCL4/ MIP-1 beta poprzez receptory CCR1,
CCR3 i CCR5 aktywuja limfocyty, monocyty i makrofagi, osig-
gajac efekt chemotaktyczny i prozapalny. Uczestniczg w wielu
ostrych i przewlektych reakcjach zapalnych, rekrutujgc komoérki
prozapalne. CCL3/MIP-1 alfa poprzez receptor CCR1 aktywuje
monocyty, limfocyty T, neutrofile i eozynofile, poprzez receptor
CCR5 — monocyty, limfocyty T i komorki dendrytyczne. CCL4/
MIP-1 beta poprzez receptor CCR5 najsilniej rekrutuje monocyty,
limfocyty T i komérki dendrytyczne. W zespole suchego oka do-
chodzi do zaburzenia jednostki funkcjonalnej, jakg stanowi film
tzowy, nabtonek rogéwki i spojéwki oraz gruczoty tzowe i gru-
czoty Meiboma. Niezaleznie od pierwotnej przyczyny dochodzi
do stanu zapalnego powierzchni oka, obnizenia produkcji fez,
wystapienia objawoéw zadraznienia i uszkodzenia powierzchni
oka. Istotng role w rozwoju modulacji przebiegu zapalenia od-
grywaja mediatory reakcji zapalnych, ktérymi sg chemokiny.
W dostepnej literaturze brak jest doniesien dokumentujgcych
udziat chemokin MIP-1 w zespole suchego oka. Podkre$la sig ich
kluczowa role w patogenezie astmy, zapalenia stawo6w, stward-
nienia rozsianego, zapalenia pluc, tuszczycy oraz tworzeniu ziar-
niny i gojeniu sie ran (5). CCL3/ MIP-1 alfa i CCL4/ MIP-1 beta
uwolnione z neutrofili obecnych w miejscu uszkodzenia skory
powodowaty naptyw makrofagéw w modelu tworzenia ziarniny
(7). CCL3/ MIP-1 alfa bierze udziat takze w chemotakcji makro-
fagéw do miejsca tworzenia blizny skérnej (8). W modelu astmy
CCL3/ MIP-1 alfa powoduje chemotaksje eozynofili, uwolnienie
histaminy i rozwdj eozynofilii (9). CCL3/ MIP-1 alfa i CCL4/ MIP-1
beta indukujg odpowied? zapalng przeciwko patogenom takim
jak wirusy i pasozyty (10,11). W zakazeniu Toxoplasma gondii
chemokiny CCL3/MIP-1 alfa i CCL4/ MIP-1 beta stymulujg syn-
teze IL-12 uwalnianej z komdrek dendrytycznych (5). Stwierdzo-
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no podwyzszony poziom CCL3/ MIP-1 alfa i CCL4/ MIP-1 beta
w surowicy pacjentéw z uktadowym toczniem trzewnym (12).
Badana jest takze rola innych chemokin w réznych chorobach
gatki ocznej (1,3,13,14).

Whiosek
Obecno$¢ chemokin CCL3/MIP-1 alfa i CCL4/MIP-1 beta

w plynie tzowym pacjentéw z zespotem suchego oka przema-
wia za udzialem procesu zapalnego w tym schorzeniu.
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